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摘要 
本文旨在构建一个正相色谱（NPLC）与反相色谱（RPLC）联用的在线二维
分析与制备液相色谱系统。首先，通过设计一个新型的高温蒸发辅助吸附（TEAA）
接口，解决了流动相不兼容问题，实现了正相色谱与反相色谱的在线联用。该接
口可以使正相溶剂在高温下迅速蒸发，将样品富集在正相富集柱上，继而利用洗
脱液洗脱富集的样品，稀释后富集在反相富集柱上，进一步在反相色谱中得到分
离。进而，以蟾皮醇提物为样品溶液，对 TEAA 接口的一系列参数进行了优化，
包括正相富集的温度、真空度，正相富集柱的洗脱时间和重生时间。其次，通过
优化的接口构建了在线 NPLC × RPLC 系统，对蟾皮样品溶液进行了在线二维分
析，系统调制时间为 190 秒，表现出良好的分离度。并将蟾皮的 NPLC × RPLC
分离效果与RPLC (C18) × RPLC 和RPLC (CN) × RPLC 对比，发现NPLC × RPLC
系统拥有更好的正交性（75.2%）。然后，将分析型二维色谱扩展至制备应用，针
对制备色谱的特点，设计了新型的真空蒸发辅助吸附接口（VEAA），构建了制
备型 NPLC × RPLC 二维液相色谱系统，一次二维制备从蟾酥中得到 19 个化合
物。最后，在在线 NPLC × RPLC 的指导下，对蟾皮的化学成分进行分离，得到
17 个化合物。 
本文首次实现了在线全二维 NPLC × RPLC 系统在中等极性样品分离分析中
的应用。得益于 NPLC 和 RPLC 之间天然的正交性，该二维系统对复杂样品表现
出了高效的分离能力，可以为复杂天然产物的常规分离分析提供一种可靠的技术
手段。 
 
关键词：正相色谱 × 反相色谱；蟾皮；蟾酥；高温蒸发辅助吸附接接口；真空
蒸发辅助吸附接口
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Abstract 
X 
Abstract 
An analytical and a preparative two-dimensional normal phase liquid 
chromatography × reversed phase liquid chromatography (NPLC × RPLC) system 
was constructed in the research. At first, a thermal evaporation assisted adsorption 
(TEAA) interface was designed. This interface could achieve the fast removal of 
NPLC solvent under increased temperature and transference of solutes from the first 
dimension to the second, which solved the solvent incompatibility problem between 
NP and RP systems. Secondly, a series of parameters of the system, including 
temperature and vacuum condition during evaporation, eluting time and regeneration 
time, was evaluated with test solution of toad skin. Thirdly, the performance of the 
NPLC × RPLC system was illustrated by the analysis of toad skin with a modulation 
time of 190 s, which showed a good resolving power. Better orthogonality (75.2%) 
was achieved when comparing with RPLC (C18) × RPLC and RPLC (CN) × RPLC. 
Then, the 2D system was expanded to the on-line preparative process of toad venom 
with an improved vacuum evaporation assisted adsorption (VEAA) interface and 19 
compounds with high purity were isolated within a single run. At last, with the 
instruction of on-line NPLC × RPLC analysis, ethanol extract of toad skin was 
separated with silica column and preparative HPLC, resulting in 17 compounds. 
This is the first time to realize the on-line comprehensive analysis of a moderate 
polar natural product by coupling NPLC with RPLC. Owing to the natural high 
orthogonality between NPLC and RPLC, this 2D system shows high separation 
efficiency for the complex samples and can be applied to the routine analysis and 
separation of complex natural products. 
 
Keywords: NPLC × RPLC; toad skin; toad venom; thermal evaporation assisted 
adsorption interface; vacuum evaporation assisted adsorption interface
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Abbreviation Full name 
HPLC High performance liquid chromatography 
2D-LC Two dimensional liquid chromatography 
NPLC Normal phase liquid chromatography 
RPLC Reversed phase liquid chromatography 
TEAA Thermal evaporation assisted adsorption 
VEAA Vacuum evaporation assisted adsorption 
ODS Octadecylsilyl 
ESI-MS Electronspray ionization-mass spectrum 
m/z Mass-to-charge ratio 
1
H-NMR 
1
H nuclear magnetic resonance 
13
C-NMR 
13
C nuclear magnetic resonance 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
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第一章 前言 
1 
第一章 前言 
高效液相色谱（HPLC）作为分析科学中一种重要手段，被广泛应用于复杂
成分中化合物的分离、鉴定以及定量当中。然而，由于天然产物样品、环境样品、
代谢产物等复杂样品中常常含有大量不同极性、不同分子量的复杂组分，传统的
高效液相色谱方法受峰容量（peak capacity）和分辨率的限制，往往无法完成对
这些复杂样品的有效分离。于是，发展新的分离技术以提高分离能力显得尤为重
要。 
自从 Giddings 等人在 1984 年第一次提出二维液相色谱（two dimensional 
liquid chromatography，2D-LC）的概念以来[1-3]，二维液相色谱技术得到了广泛
关注，发展迅速。相比于一维液相色谱，二维液相色谱拥有更高的峰容量，能提
供更好的分离度，被广泛应用于蛋白质组学[4]，环境样品[5]，食品[6]，聚合物[7]，
中药[8]等复杂样品的分离分析当中。 
1.1 二维液相色谱概述 
1.1.1 二维液相色谱的概念 
二维液相色谱是将两种分离机制不同的色谱柱串联起来构成的分离系统，样
品经过第一维色谱柱的分离后，经过浓缩、富集或切割的方式，进入第二维色谱
柱进行进一步的分离。 
二维液相色谱根据样品中成分的不同特性，包括分子量大小、极性差异、基
团差别、酸碱性差别以及离子化合物的电荷差别等，组合两种不同分离机制的色
谱模式（尺寸排阻色谱 SEC、正相色谱 NPLC、亲水相互作用色谱 HILIC、反相
色谱 RPLC、亲和色谱 AC、离子交换色谱 IEC 等），使得在一维液相色谱中不能
完全分离的样品能够得到更好的分离。 
1.1.2 二维液相色谱的分类 
根据第一维液相的馏分是否直接进入第二维色谱，可以将二维液相色谱分为
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离线（off-line）[9]和在线（on-line）[10]两种模式。离线二维液相色谱的第一维馏
分经过收集、浓缩、复溶等步骤，在第二维液相色谱进行分离，该模式对仪器的
要求较低，然而操作耗时耗力，并且在样品处理过程中很容易出现样品的污染和
损失的情况。比较而言，在线二维液相色谱没有离线模式这些缺点，运行迅速，
重复性好，但是对仪器设备要求高，需要考虑二维间溶剂兼容性问题，通常需要
复杂的设备和特殊的接口来实现在线联用，操作起来难度较大。随着现代仪器的
发展，同时为了适应自动化分离的需求，目前二维液相色谱越来越多的采用在线
模式。 
根据第一维液相色谱的馏分是否全部进入第二维，可以将二维液相色谱分为
中心切割（heart-cutting）二维液相色谱[11]和全二维（comprehensive）液相色谱[12]。
中心切割二维液相色谱将第一维色谱分离出的某个或某些馏分转移到第二维进
行分离，无法得到样品中所有成分的信息，适合用于目标组分的分析。全二维液
相色谱可以分离和鉴定含有未知成分的复杂样品，适用于天然产物和代谢产物的
研究。 
1.1.3 二维液相色谱的联用类型 
基于待分离样品中成分的性质差异，二维液相色谱可以灵活的组合各种不同
的色谱分离模式。理论上，正相色谱（NPLC），反相色谱（RPLC），尺寸排阻色
谱（SEC），离子交换色谱（IEC），亲和色谱（AC），亲水相互作用色谱（HILIC）
等模式均可以自由组合以构成特殊分离目的的二维液相色谱。反相色谱是液相色
谱中使用最普遍，发展最成熟的分离模式，由于其适用范围广、平衡时间短以及
溶剂可以和质谱（MS）兼容等优点，通常作为二维色谱的第二维，同时，其较
好的分离度和分离效率有利于复杂样品的进一步分析。 
因此，目前 2D-LC 的主要类型有正相色谱×反相色谱（NPLC × RPLC）、反
相色谱×反相色谱（RPLC × RPLC）、尺寸排阻色谱×反相色谱（SEC × RPLC）、
离子交换色谱×反相色谱（IEC × RPLC）、亲和色谱×反相色谱（AC × RPLC）、
亲水相互作用色谱×反相色谱（HILIC × RPLC）、逆流色谱×反相色谱（CCC × 
RPLC）等联用模式。根据 Giddings 的理论[1, 2, 13]，二维色谱的分离能力取决于
两维之间分离机制的正交性，正交性越大，二维色谱的分离能力也就越强。在所
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
